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COMPOSITIONS 1 3T1 LI SABLES POUR REGULER L'ACTIVITE 
DH LA PARKINE 

La prcscnie invention eoncemo des compositions ei methodes utllhsables pour 
reguler Tactivite de la parkine. Elk concerns notarnmcnt une nouvelle proteine, 

5 designee PAPl. parienaire do la parkine. ainsi que les peptides cm polypeptides 
derives ou homologies de ceite proteine. Bile coneerne egalement des composes 
capable* de moduier au moms parliellement l'actwiie de la Parkinc, notamment 
d"interfcrcr avec I'inieraciion entrcla parkine ei PAPI. La presents invention esi 
ulilisable dans les domaines xherapeutiques, diagnostiqucs on pour la constitution dc 

1 0 eibles pharmacologiques pcrmcttant le developpcment dc nouvcaux medicaments. 

Lc gene de la Parkinc est mute dans certaines formes familiales (juveniles 
uutosomiques recessives) de la maladie de Parkinson (Kitada el al.. 1 99B). La maladie 
dc Parkinson <Lewy- 1912) est unc des maladies neurodegeneratives les plus 
15 communed, affeelant plus de 1% dc la population de plus de 55 ans. Les patients 
attcints dc ccUe maladie out des troubles neurologiques rasscmblcs sous lc tcrmc de 
syndrome parkin sorticn, caracterise par une rigidite, unc bradykinesie, et un 
trcmblcmcnt dc repos. Ces symptomes soni la consequence d'unc dcgcnercscence des 
neurones dopamincrgiques de la substance noire du cerveau. 

20 

La plupart des cas avec une maladie dc Parkinson n'oni pas dMiistoirc 
fainilialc. CcpvndanU U exists des cas familiuux dont certains correspondent a une 
forme monogenique dc la maladie. A Theure actuellc, seuicmem trois genes diffcrents 
oiu etc identifies dans ccrtaines formes hereditaires rares. La premiere forme 

25 correspond a une forme autosomique dominance dont lc gene responsible code pour 
I'alpha Synucleine (Polymeropoulos ei al., 1997). Ccuc proteine est un constituant 
abondant des inclusions imracyroplamiques. appclccs coips de Lewy. qui servent de 
marqueur de la maladie de Parkinson (Lewy, 1912). La sccondc forme, egalement 
auiosomique dommante, est lice a une mutation dans un gene codant pour une 

30 hydrolase appelcc ubiquicin carboxy-termuial hydrolase LI (Leroy et 1 998). Ceite 
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enzyme est supposes hydrolyser les polymeres ou les conjugues d'ubiquitines en 
monomcres d'ubiquitine. La iroisieme forme se distingue des precedences par une 
transmission auiosomique recessive et un debut souvent avant 40 ans ainsi que par 
uric absence de corps de Lcwy. Ce.s ma lades repondent plus favorablement a la 
? levodopa. un precurseur de la dopamine utilise comme traitemcnt dc la maladie de 
Parkinson. Le gene implique dans ceiie forme code pour une nouvelle proteinc 
appclec Parkine (Kiiada et aL 

Le gene de la Parkine est constitue de 12 exons couvrant une region 
1 0 genowique dc plus de 500 000 paircs de bases sur le chromosome 6 (6q25.2-q27). A 
rheuro aauelle,. deux grands types de mutation de ce gene, a 1'origine de 3a maladie, 
son i eonnus, soil des deletions de taille variable dans la region qui couvrc les exons 2 
a 9, soil de.s mutations ponctuelles qui produisent 1'apparitton premaiuree d'un codon 
stop ou le changement d'un acide amine (Kiiada et aL, 1008; Abbas et al„ 1999: 
15 Lucking at aL. 19')8: Haitnri et aL, 199R). l.a nahire de ces mutations er le mode dc 
transmission auiosomiquc rocessif suggcrenl uac pene de foaclion dc la Parkine 
eonduisanl a la maladie dc Parkinson. 

C?e gene est cxprime dans un grand nombre de tissus et notamment dans la 
20 substance noire. II exisie plusieurs transients correspondant a ce gene qui proviennent 
d^episwiycs akematifs different (Kitada et uL. 1998; Sunada et aL, 1998). Dam le 
om-vtsau, on irouvc deux types d'ARN mcssagcrs dont vn est depourvu dc la partic 
eorrcspondani a Pexon 5. Dans les leucocytes, des ARN messagers de la Parkine ne 
comenani pas la region codant pour ies exons 3, 4 et 5 onl ete identifies. Le plus long 
25 des ARN messagcrs de la Parkine, present dans le cerveau, contient 2960 bases el 
code pour une proleine de 465 aeides amines. 

d'etre protoine a une taible homologie dans sa partie N terminate avec 
I'ubiquhine. Sa moitie C -terminate coniicnt deux motifs « ring fmger » separes par un 
30 domaine 1HR (hi Between Ring) eorvesporidant a une region riche en cysteine pouvani 
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lier dcs metaux comme les domaines «zing finger » (Moreti, 1999), Par 
immunocytochimie, il a eie montrc que la Parkine est loealisee dans le cytoplasms et 
I'appareil de Golgi dc neurones de la substance noire qui contiemiient de la melanine 
(Shim uta ci 1999). De plus, ccile proteine esl presente dans certains corps dc 

5 Lcwy dc Parkinsonians, La fonction cellulaire de la Puikiue u'esi pun encore 
demonlree, ma is elle pourraii jotter un role de transporteur dans les vesicules 
synaptiques, dans la maturation ou degradation des proieines et dans le controle de la 
croissancc, dc la differentiation ou du developpemeni cellulaire, Dans les formes 
autosomiqucs recessives juveniles, la Parkine esl absente. confinnam ainsi que la 

1 0 pen* de eelte fbnetion est responsablc do la maladie, 

I. 'elucidation du role exaci de hi proteine Parkine dans le processus dc 
degenerescenee dcs neurones dopamincrgiques constitue done un enjeu majeur pour 
la comprehension el Pupprochc iherapcutique de la maladie de Parkinson et plus 
1 5 ffcncrftlemeni des maladies du systeme nerveux central. 

La presente invention reside dans 1'idcntificaiion d'un partenaire de la parkine, 
imeragissani avec cette proteine dans des conditions physiologiques, Cc partenaire 
represenie imo nouvclk cible phnrmaeologique pour la fabrication ou la recherche de 

20 composes capables de moduler I'activiie de la parkine, notammeni son aclivile sur la 
d6generescence des neurones dopant in ergiqucs ct/ou le dcvcloppemem de pathologies 
nerveuscs. CcUo proteine, les anticorps, les acides nucleiqucs correspondant ainsi que 
les sondes ou amorces specifiqucs, sont cgalcment utilisables pour la detection ou le 
dosage des protemes dans des echantillons biologiques, notamment dcs echantillons 

25 do tissu nerveux. Ces proteines mi acides nucleiques sont egalement utilisables dans 
des approehes Uierapeutiques, pour moduler l'activitc de la parkine, ainsi que tout 
compose scion P invention, capables de moduler P interaction entre la parkine et les 
polypeptides de ^invention. 

La presente invention resultc plus pariicniieremenr de la mise en evidence par 
M) la demanderesse d'une nouvcUe proteine humainc. designee PAP1 (Parkine 
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Associated Protein I) ou LYlll, interagissant avec la parkine. La proteine PAP) 
(sequence SEQ ID NO : 1 ou 2) presence une ceriaine homologic avec les 
synaplotagmmes el est capable d'kiteragir plus partieulierement avee la region 
ocmrale tie la parkine (representee stir la sequence SEQ ID NO :3 ou 4). La proleine 

5 PAP1 a ogalemeni ete cluiiee, scqueneoe el caracterisee a panir de differems u'ssus 
cl'ongine humaiae, notammem de poumon (SEQ ID NO : 12. 13) el de cerveau (SEQ 
ID NO : 42, 43), ainsi que des formes courtes* eorrcspondani a des variants d'epissage 
(SEQ ID NO : 14, 15, 44, 45). 

La prescntc invention results egalcmcnt do l'identification ei de la 

10 characterisation regions panieulieres de la proteine PAP I, impliqueus dans la 
modulation de lu fonction de la parkine. La mise cn evidence de l'existence de cette 
proteine el de regions impliquees dans sa fonction pennet notamment de preparer de 
nouvcaux composes et/ou compositions utilisables comrae agents pharmaceutiques ct 
de developper des raethodes industrielles de criblage de lels composes. 

15 

Un premier objet dc l'invention concerns done des composes capables de 
moduler, au moins partiellemeru, 1'interaction entre la proteine PAP1 (ou ses 
bomologues) el la parkine (notamment la parkine humatne), ou d'interferer au niveau 
de I' interaction entre ccs protemes, 

20 Un autre objet de l'invenuon reside dans la proleine PAP1, ses fragments, 

derives ct homologues. 

Un autre aspect de 1'invcniion reside dans un acidc nuelciquc eodani la 
proteine PAPL ses fragments, derives ou homologues, ainsi que torn vecteur 
comprenant un tel acidc nucieique, toute cellule recombinante contenant un tel actde 

25 nucleique ou vecteur et tout mammifcre non-humain comprenant dans ses cellules un 
lei acide nucleique. 

L 'invention eoncemc aussi des ami corps capables de licr la proteine PAP1, ses 
fragments, derives et homologues, notamment des ann'corps polyelonaux ou 
monoclonaux, plus prefercntiellement des andcorps capables dc Ucr la proteine PAP1 
30 et d'inhiber au moins partiellement son interaction avec la parkine. 



Un autre aspect de I 'invention oonceme des sondes on amorces 
nucleotidiques, specifiques do PAP I, milisables pour detector ou amplifier lc gene de 
papl on une region decelui-ci dans tout echantillon biologique. 

L 'invention conecme encore des compositions pharmaceutiques, des mcthodes 
5 dc detection d'anowalies gertetiques, des meihodes de production de polypeptides tels 
que defmis ci-avant, ainsi que des methodes de crib I age ou de caracterisation de 
composes actifs. 

Comme indique ci-avanl, un premier aspect de Pinveniion reside dans un 
1 ft compose capable d'interferer. au moins parcicllemenl, au niveau de l'iiitcraetion enLre 
ia proteine PAP1 (ou ses homologues) el la parkine. 

Au sens de ia presento invention, la denomination proteine PAP1 designe k 
proteine en soil ainsi que toutes ses formes homologues. Par forme homologue on 

15 emend designer tomes proteines equivalents a la proteine considercc. d'origine 
ecllulaire divome et notatmneiu issue de cellules d'origine humaine, ou d'autres 
organismes, el posscdant une activite de merne type, De tels homologues 
comprennent egalcmeni les variants naturels dc la proteine PAP1 de sequence SEQ 
ID N02, notamment les variants polymorph} ques ou d'epissage. De lels homologues 

20 peuvem etre obtcnus par des experiences d'hybridation entre les aeides nucleiques 
codant (noiatnmcnt I'aeide nueleique de sequence SEQ ID KO:l). Au sens de 
I'invcmion, il suffli qu'une sequence de ee type preseaie un pourecnlage d'ideutlie 
signifiealif pour conduire a un comporteracnl physiologique assimilable a eeluj cle !a 
proteine PA PI tel que revendiquec. On entend par pourcentage d'identite significatif 

25 un pourcentage d'au moins 60%. prefereniiellement de 80%. plus preferentiellement 
de 90% et encore plus preferentiellement de 95%. A cet egard, des variants et/ou 
homologues de la sequence SEQ ID NO : 2 sont decrits dans les sequences SEQ ID 
NO : 1 3. 15. 43 ct 45, identifies a partir dc tissus d'origioe humatuc. La denomination 
PAP1 englobe done cgalement ces polypeptides. 
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Le " pourcentage d'identite " entre deux sequences de nucleotides ou d'acides amines, 
au .sens de la prcsente invention, peut etre determine cn comparani deux sequences 
aligners dc maniere optimale. a travers une fenerre de companion. 

La parti e de fa sequence nucleotidiquc ou polypcpiide dans la fenetre de 

? comparaisoti pout ainsi comprendre des additions ou des deletions (par example des 
" gaps ") par rapport a la sequence de reference (qui tic comprend pas ces additions on 
ces deletions) de maniere a obtenir un aligncmetti optimal des deux sequences. 

Le pourcentage est calcule en determinant lc nombrc de positions auqucl une 
base nucldique on un residu d'aminoacidc idenlique est observe pour les deux 

10 sequences (nueleique ou peptidique) companies, puis en divisant lc nombre de 
posiiions auquel il y a identity entre les deux bases ou residus d'ammoacides par le 
nombre total de positions dans la Teneire de comparison, puis en muliipliant le 
resullal par 100 afln d'obtenir le pourcentage d'identite de sequence. 

L'aligneraent optimal des sequences pour la comparison peut etre realise de 

1 5 maniere informatiquc a i'aidc d'algorilhmes connus contenus dans le package de la 
Socicie WISCONSIN GENF.TTCS SOFTWARE PACKAGE. GENETICS 
COMPUTBR. CiROUl> (CiCG). 575 Science Doclor , Madison. WISCONSIN. 

A litre d 'illustration, (e pourcentage d'identite de sequence pourra etre effeclue 
a Taide du logiciel BLAST (versions BLAST 1.4.0 de mars 1996, BLAST 2.0.4 de 

20 ffcvrier 1998 ct BLAST 2.0.6 de septembrc 1998), en utilisant exclusivemem les 
parametres par defaut (Ahschul et al, J. Mol. Biol. (1990) 215 : 403-410 : Altschul et 
Nm-h'lc Acids rtcr.v. (1997) 25: 3389-3402). Blast recherche des sequences 
similaires/homologucs a une sequence requete " dc reference, a Taide dc 
Talgorithme d'A ; ltschul et al. (Supra). La sequence requete et les bases de donnees 

25 utilisees peuvent etre peptidiques ou nueleiqucs, touts cornbinaison etanl pOvSsible. 

L 'interference d'un compose salon 1' invention peut se manifestcr sous 
different aspects. Ainsi, lc compose peut laleniir. inhiber ou titimulcr, au inoins 
partiellcmeni. r interaction entre ia proteine PAP1 ou Tune de ses formes homologues 
30 el la Parkinc. II s'agil preferentiellemenl de composes capables de moduler celte 



7 



interaction in vitro, par exemple dans un systeme de type doubie-hybride ou dans tout 
sysleme acellulairc de detection d'une interaction entre deux polypeptides. Les 
composes scion F invention sont prefcrenlicllement des composes capables de 
moduler au moins partiellement cette interaction, do preference cfaugmcntcr on 
5 d'inhiber cctte interaction de 20% au moins., plus prefereniiellemem de 50% au 
moins. par rapport ii un controls en absence du compose. 

Dans un mode particulter de misc en ceuvre, il s'agit dc composes capables 
d'interfcrer au niveau de Tinieraciion entrc la region de la parkine representee sur la 
sequence SEQ ID NO :4 el la region de la proteine PAP1 representee sur la sequence 
10 SHQ ID NO X 13, 15, 43 ou 45. 

Selou un mode partieulier de 1'invcniion, lea composes som capables de so licr 
au niveau du domains d'intersction entre la proieine PAP I, ou Tune de scs formes 
homologues, et la Parkine. 

Les composes scion la presentc invention peuvem etre de nature et d'origine 
15 varices. En paniculier, il peui s*agir de composes de type peptidique, nucleique (i,e.. 
comprenant Un enchainement de bases, notamtnenl unc molecule d'ADN ou d'ARN), 
lipidique, saccharidique, d'un aniicorps. etc. tt. plus gencralemcnt, de toute molecule 
organiquc ou inorganique. 

Selon une premiere variantc. les composes de V invention sont de nature 
20 peptidique. Le lerrne peptidique designe touie molecule comprenant un enchainemene 
d'acides amines, tel que par exemple un peptide, un polypeptide, une proteine, un 
uiuioorps (ou fragment ou derive d'antieorps), le cas echeani modiiie ou associe a 
d'auires composes ou groupemenrs chimiqucs. A eet egard, le lerrne « peptide » 
designe plus specifiquemenl une molecule comprenant un enchalnernenl de 50 acides 
25 amines au plus, plus preferentiellemcnt dc 40 acides amines au plus. Un polypeptide 
(ou une proteine) comprend preferentiellemcnt de 50 a 500 acides amines, ou plus. 

Scion un premier mode de mise en ceuvre prefere, les composes de 1' invention 
sont des composes peptidiques comprenant tout ou panic de la sequence peptidique 
SEQ ID N°2 ou un de se.s derives, en particulier lout ou partie de la sequence 
30 peptidique SEQ ID NO: 13. 15, 43 ou 45 ou de derives dc celles-ci, plus 
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pariieulierement dc la proteine PaPI comprcnant !a sequence SEQ ID N D 2, 13, 15. 43 
on 45. 

Au sens de la presents invention, le tcrme derive designe toute sequence 
differam de la sequence consideree cn raison d'unc degenereseence du code gcnciiquc, 

5 obtcnue par une ou plusieurs mndifioalions de nature genetique ei/ou chimique, ainsi 
que tout peptide code par ime sequence hybridanl avec la sequence nucleique SEQ ID 
NO : I ou un fragment de celle-ci. par example ayec la sequence nucleique SEQ ID 
NO: 12, 14, 42 cm 44 ou un fragment de celles-ci, el preseniant la eapacile 
d'intcrfcrcr au niveau de r interaction entre la proieine PAPI, ou Pun dc ses 

io homologues, ei la Parkinc, Par modification de nature geneiiquc et/ou chimique, on 
peut entendre loute mutation, substitution, deletion, addition el/ou modification d'un 
ou plusieurs residus. Le tenne derive comprend egalemem les sequences homologues 
a la .sequence consideree, issues d'auires sources ccllulaires et noiainrnent de cellules 
d'origine humainc, ou d'auires organismes, el posscdant line activiie de rrjeme type. 

15 Dc lellea sequences homologues peuvent ctrc obtenues par des experiences 
d'hybridation. Les hybridations peuvent etre realis&ss a partir dc banques d'aeides 
nucleiqaes, en utilisant comme sonde la sequence native ou un fragment de celle-ci, 
dans des conditions variables d'hybridaiion (Maniatis et «/., 1989). Par ailleurs, lc 
tennc « fragment » ou « partie » designe ioute portion dc la molecule consideree, 

20 comprenant au rnoins 5 rcsidus eonsecutifs. de preference ati inoins 9 rcsidus 
couiccuLifs, encore plus prefci-cntiellement au moins 15 rcsidus consecutifs. Des 
fragments lypiques peuvent comprendre au moins 25 residus consecutift. 

De tels derives on fragments peuvent etre generes dans des buts different, tcls 
25 que notammcnf celui d'augrnonier leur cfficaciie therapcutique ou de reduire leurs 
effets aecondaircs, on ccUii de leur conferer de nouvellcs proprictes 
pharmacocinctiqucs ct'ou biolngiqucs. 

En tant que peptide derive de la proieine PAPI ei des formes homologues, on 
peut citer notamment lout peptide capable d'imeragir avec la Parkine, mais portant 
30 une region efYeccrice rendue non fonctionnelie. De tels peptides peuvent etre obtenus 
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par deletion, mutation ou disruption dc certe region effectrice sur la proteine PAP 1 et 
dcs formes homologues. De idles modifications peuvem fttre effectuees par exemplc 
par rnuLagenese in vitro, par introduction d'clements additionnels ou dc sequences 
synthctiques, ou par des deletions ou des substitutions des elements origincls. 
5 -Loi-jiqu'uu derive lei que deftni ci-dessus est realise, son aeiivite d'inhibheur pariiel de 
la fixation de la proteine PAPl el des formes homologues sur son site de fixation sur 
la Parkine peut errc mise en evidence. Toute technique connue de I'homme de l'an 
peut bien cvidemment etrc utilisee a cet efict. 

1 0 II pout egalement s'agir de fragments des sequences indiquees ci-dessus. De 

tels fragments peuvenl ctre generes de diffcrentes facons. En particulier. its peuvenl 
etre synthetises par voie chimique, sur la base des sequences dormees dans la preseme 
demandc, cn utilisani leg syntheliseurs pcptidiques connus de I'homme du metier. lis 
peuvenl egalement etre synthetises par voic genetique. par expression dans un hdTe 

1 5 ccMulaird d'une sequence nucleotidique codanl pour le peptide recherche. Dans ce eas, 
la sequence nucleoLidique pcui Sue preparee chimiquemem en utilisani Un 
synthetiseur ^oligonucleotides-, sur la base de la sequence peptidique donnee dans la 
preseme demande ei du code genetique. La sequence nucteotidique peut egalement 
etre preparee a partir des sequences dormees dans la presentc demande, par coupures 

20 en/ymaiiques, ligalure, clonage. etc, scion les techniques connues de I'homme du 
metier- ou par criblage de banqucs d'ADN avec des sondes claborees a pariir de ces 
.sequences. 

Par aillcurs, les peptides de l'invention a savoir capables de moduJer au moins 
25 paruellcmcnt rimeraction cntre la proteine PAPl et des formes homologues ct la 
Parkine peuvem egalement etrc des peptides ayant une sequence correspondant au site 
d'imeraction de !a proteine PAPl et des formes homologues sur la Parkine. 

D'autres peptides scion I 'invention sort les peptides capables d'entrer en 
30 competition avec les peptides definis ci-dessus pour l'imeraction avec leur cible 
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cellulairc. Do tels peptides peuvent etre synthetises notamtnent sur la base de la 
sequence du peptide considcrc, er leur capaciic a enirer en competition avcc les 
peptides defmis ci-dessus peut etre detcrminee. 

Un object speciflque de la presence invention concernc la proieine PAP1. 11 
s'agit plus paiticuliercrnent de la proteine PAP I comprenant la sequence SEQ ID 
NO :2 ou un fragment ou derive de celle-ci, par ejtemple la proieine PAP1 de 
sequence SEQ ID NO : 13, 15. 43, 45 ou do fragments de cclles-ci. 

Un autre objet de 1'invcation reside dan,s' dos anticorps ou fragments ou derives 
d'amicorps polyclonaux ou rnonoclonaux diriges contre un polypeptide tel que defini 
ei-avanl. De lels anticorps peuvent elre generes par des methodes connues de I'homme 
du metier. En particulicr, ces anticorps peuvent etre prepares par immunisation d'un 
animal comrc un compose peptidique de Vinvention (notamment un polypeptide ou 
un peptide comprenant tout ou parue de la sequence SEQ ID NO :2), prelevement du 
sang, et isoiement des anticorps. Ces anticorps peuvent egalcment etre generes par 
preparation d'hybridomcs scion les techniques connues de I'homme de Part. 

Plus preferemiellement. les anticorps ou fragments d'anticoips de l'invention 
presenienl la capacile de module* au moms partielJement l'interaction des peptides 
revendiques avcc la Parkine. 

Par ailleurs. ces anticorps pcuveni egalumenl etre utilises pour d&ectcr et/ou 
doser l'expression de la PAPl dans des echantillons biologiques, et de ce fait, pour 
renscigner sur son etat d'aciivation. 

Les fragments ou derives d'anticorps sont par exemple des fragments Fab, 
Fab'2. des anticorps simplc-chame (ScFv), etc. II s'agit nutamment de tout fragment 
ou derive conservant la specificitc antigenique des anticorps dom Us sunt issus. 

Les anticorps selon r invention sontplus preferenticllement capablcs de lier les 
protetnes PAP ! comprenant la sequence SEQ ID NO :2, 13, 15, 43 ou 45, notamment 



la region dc cene proteine impliquec dans V interaction avec la parkine. Ces anticorps 
( ou fragments ou derives) sont plus preieremiellemeiu eapables de lier un epitope 
present dans la sequence comprise anlre les rosidus 1 et 544 dc la sequence SfcQ ID 
NO :2. 

s 

[.'invention eonecme egalenient les composes non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques utilisables corame agent pharmaceutique. II est en effei 
possible, a partir des motifs proieiques aciift decrits dan.s la presence demande, de 
realiser des molecules modulatricee de I'acliviic do PAP1 non exclusivcmcnt 
10 peptidiques el compatible*! avee uue uulismion phannaeeuiique, er» partieuliur en 
dupfiquam les motifs uctifs des peptides avec une structure non peptidique ou de 
nature non exclusivemeni peptidique. 

La presente invention a cgalement pour objet tout acidc nucleiquc 

15 codant pour un compose peptidique scion i'invantion. II peut s'agir en particulier d'un 
acidc micieique comprenam tout ou panic dc hi sequence SEQ ID N" 1, 1 2, 14, 42 ou 
44, ou un dc ses derives. Par sequence derivoe. on enlend au sens de la presente 
invention loute sequence hybridant avec la sequence presentee en SEQ ID N°l ou 
avec un fragment do celle-ci et codant pour un compose peptidique selon 1'invcntion, 

20 ainsi que les sequences resultant de ces dernieres par degencrcsccncc du code 
genetique. Dcs acides nuclciqucs scion l 1 invention eomportcm par cxemplc tout ou 
panic dc la sequence nueleique SEQ ID NO : 1 2, 14, 42 ou 44. 

La presente invention est en outre relative a des sequences presentant un 
pourceniage dMdenlite signifieauf avec la sequence presentee en SEQ ID N D 1 ou avec 

25 un fragment dc celle-ci ci codant pour un compose peptidique presentant un 
comporiemcnt physiologique assimilable a celui de la proteine PAP 1 . On emend par 
pourcemagc d'identite significatif un pourceniage d'au moins 60%. preferentiellemem 
de 80%, plus prcfensntreUemem de 90% et encore plus preferentiellement de 95%. 

Les diffcrcntcs sequences nucleoudiques de l'invention peuvent eure d'origine 

30 amficiellc ou non. II peut s'agir de sequences genomiques, d'ADNc, d'ARN, de 
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sequences hybridcs ou de sequences synthetiques ou semi-syntheriques. Ces 
sequences peuvent etre obtenues soil par criblage de banqucs d'ADN (banquc 
d'ADNc, banque d'ADN genomique). soit par symhese ehimique, soit par des 
mclhodes mixtcs incluant la modification ehimique ou enzymatique de sequences 
5 obienucs par criblage de banques, soit par recherche d'homologie dans des bases de 
donnees nueleiques ou proteiques. L'hybridation menlionnec ci-dessus esl 
prcfcrentiellement realisee dans les conditions decriles par Sambrook ct al (1989, 
pages 9.52-9.55). 

Elle est avantageusement realisee dans des conditions d' hybridation de tone 
10 slringcnce. Par " conditionh cTUybridaiion de forte stringency " au sens de la presents 
invention, on entendra les conditions suivantes : 

! - Competition des membranes Ct PRE HYBRIDATION : 

- Mclanger ; 40ul ADN sperme de saumon (I Omg/ml) 
15 +40 »1 ADN placcntaire humain ( 1 Omg/'ml) 

- Denaturer 5 mn a 96 a C, puis plonger dans ia glace le melange. 

- Oter le tampon SSC 2X ei verser 4 ml de mix formamide dans le tube d'hybridation 
contcnunt les membranes. 

- Ajomer le melange des deux ADR? denatures. 

20 - Incubation a 42°C pendant 5 a 6 heures, avee rotation. 

2- Competition dc la sonde marcmcc : 

- A j outer a la sonde marquee et purifific It) a 50 pi ADK Cot 1, selon la quantits 
d'hybridations non specifjqucs. 

- Denaturer 7 a 10 mn a 95°C, 

25 - Incuber a 65°C pendant 2 a 5 heures, 

3- Hybridation ; 

- Oter le mix de pre hybridation. 

- Melanger 40 ul ADN spermc dc saumon + 40 ul ADN placentaire humain ; 
denaturer 5 mn a '96°C, puis plonger dans la glace. 
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- Ajomer dans le lube d'hybridation 4 ml dc mix formamide, le melange des deux 
ADN ci la sonde marquee/ADN Ccn I denaturee. 

- Ineuber 1 5 a 20 heures a 42°C, avcc rotation. 
4- Lavages ; 

- Un lavage a temperature arabiante dans du SSC 2X, pour rinccr. 

- 2 fois 5 minutes a temperature ambiante SSC 2X el SDS 0, 1 %. 

- 2 fois 1 5 minutes SSC 0,1 X ot SDS 0, 1 % a 65°C 
Unvcloppcr les membranes dans du Saran et exposer. 

I es conditions d'hybridation decries plus ham sont adapters a t'hybridatkm 
dans des conditions dc forte stringence, d'une molecule d'acide nucleique d'utie 
longueur variable de 20 nucleotides a plusieurs centaines de nucleotides. 

II va sans dire que les conditions d'hybridalion ci-dessus decrilcs pcuveni etre 
adoptees en foriciion de la longueur de l'acide nucleique dont I'hybridation est 
recherchee ou du type de marquage choisi, selon des techniques connnes de 1'homme 
du metier. 

Les conditions convenables d'hybridation peuvent par exemple eire adaptees 
scion renseigncment content! dims 1'ouvrage de HAMES et H1GG1NS (1955) 
(Nucleic acid Hybridisation iapraciical Approach, Haroes and Higgins Ed., TRL Press, 
Oxford) ou encore dans 1'ouvrage de F. AUSUBEL ct al (1999) (Currents Protocols 
in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y). 

Un acide nucleique parliculier au sens de Pinvention code pour un polypeptide 
comprenant la sequence SEQ ID NO ;2 ou un fragment ou derive de celle-ci, 
notamment pour la proieine PA PI humaine. 11 s'agit avaniageusement d*un acide 
nucleique comprenant la sequence nucleique SEQ ID NO :1, 12, 14, 42 ou 44. 

De tels acides nucleiques peuvent etre utilises pour la production des 
composes peptidiquos de Vinvention. La presente demande concerne ainsi un precede 
de preparation de tels composes peptidiques scion lcquel on cultive unc cellule 
contenant un acide nucleique selon {'invention, dans des conditions d'expression dudit 
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acide nudeique ct on recupere le compose pepiidique produit. Dans ce cas, !a partic 
codam pour ledil compose peptidfque est gencralemeni placee sous le eontrole de 
signaux permeuant son expression dans un hole ccUuIaire. Le ehoix de ces signaux 
(prumowurs. terminatcurs, sequence "leader" de secretion, etc) peut vaiicr en foncliun 
5 de 1'hcVrc cellutaire utilise. Par ailleurs, les acides nucleique v s de rinvention pettveni 
(aire parlie d'un vecteur qui peut ctrc a replication autonome ou intcgratif. Plus 
particulierement, des vecteurs a replication autonome peuvent etre prepares en 
lUilixam des sequences 'a replication autonome chez I'hoie choisi. S'agissant des 
vecieurs inlegrarifs., caux-ei peuvent etrc prepares par example cn utilisant des 
10 sequences homologues a ccrtaines regions du genuine de I"h6te, permettant, par 
reeombinaison fiomologuc. i'integration du vectcur. II peut s'agir d'un vecteur de type 
plasmidique, episomique, chromosomique. viral, etc. 

l.os holes ccllulaires utilisabies pour la production des composes peptidiques 
dc t'inveniion par voic recombinants sont anssi bieu des h6tes cucaryoles que 
15 proearyoies, Parmi les holes euc&ryotes qui conviennent, on peut citcr les cellules 
animates, les levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant de levures, on 
pen i ciier les levures du genre Savvharomyces, Kluyveromyves, Pichia, 
ScfnrcjmriQmycex, ou Hansenufo. S'agissant dc cellules animates, on peul citer les 
cellules COS, CHO. C127, PC12 eLc. Parmi les champignons, on peut citer plus 
20 pariiculiercment 'Aspergillus ssp. ou Trichod&rma ssp. Commc botes proearyotes, on 
prcfere uxiliscr les bactcrics suivantcs E. eolU Bacillus, ou Strepiotnyces. 

La piesemc invention a en outre pour objet des mammi feres non-huraains 
comprenant dans leurs cellules un acidc nucleique ou un vecteur scion 1 'invention. 
De tels mammifcres (rongeurs, canins, lapins, etc.) sont notamment utilisabies 
25 pour I'ctude des' proprieies dc la PAP1 et ^identification de composes a visee 
Lhcrapeutique. J. a modification du genome d'un lei animal transgenique pe\U resulter 
d'une alteration ou une modification dc un ou piusieurs genes par "knock-in" ou pat' 
"knock-out". Cette modification pcuventt etre effectuees a l'aide d'agents alterants ou 
mutagenes classiqucs ou bien par mutagenese dirigee. La modification du genome 
30 peut egalement resulter d'une insertion de gene(s) ou dc remplacement de gene(s) 
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dans sa (leur) forme sauvage Ou mnree. Les modifications du genome sont 
avamageusemem effectives sur des cellules souches rcproductrices el 
avumagcuscmcm sur les pronuclei. La iransgenese peut etre effectuee par 
microinjection d'unc cassette d'exprcssion eomprcnant les genes modifies dans les 
5 deux pronuclei fecondes. Ainsi un animal selon la preseme invention peur etre obtenu 
par injection d'linc cassette depression comprenant un acide nucleique. De maniere 
preferentially cet acide miclciquc est un ADN qui pent etre un ADN genomique 
( ADNg) on un ADN complemenlaire (ADNe), 

La construction d'anlmaux iransgoniques selon 1' invention peut elre realisee selon des 

1 0 techniques classiqucs bicn eonnues dc I "hommc du metier. L 'homme du metier pourra 
en particulicr sc referer a la production d'animaux transgeniqucs, ct particulierement a 
la production de souris transgeniques, telles que decriies dans les brevets US 
4,873,191. US 5,464,764 ct L'S 5,789,215, 1c contcnu dc ees documents ecam ici 
incorporc par reference. 

1 5 En bref. une construction polynucleotidiqiuj comprenant un acide nucleique 

selon rinvemion est inseree dans une lignee dc cellules souches de type ES. 
L'inservion de la construction polynucleoudique esi realisee de preference par 
eleciroporation, telle que decrite par Thom&a et al. ( 1 987, Cell, Vol.5 1 ;503-5l2). 

Les cellules ayant subi I'etape d'eleetroporation sont ensuite eriblees pour la 

20 presence dc la eonstniction poiynucleotidique (par cxcmple par selection a 1'aidc de 
marqueurs. ou encore par PCR ou par analyse sur gel d'electrophorese d'ADN de type 
Southern) afin de seleclionner les cellules positives ayatu Integra la wnslrueikiu 
polynuoleotidique exogents dans leur genome, le cas echeant a la suite d'un 
evfincmeni de recornbinaison homologuc. Une teiLe technique est par exemplc decrite 

25 par MAXSOUR el al. {Nature ( 1 988) 336: 348-352). 

Ensuile, 'les cellules selectionnees positivoment sont isolees. donees ci 
injecteeti dans des blasiocystes de souris de 3,5 jours, comme cela est deerit par 
BRADLEY (1987. Production and Analysis of Chinweric mice. In: E. L 
ROBERTSON (Ed., teratocarcinomas and embryonic stem cells: A practical 

30 approach. 1RL press. Oxford, page 1 1 3). Des b-Iastocystes sont ensuite iatrodiuts dans 
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mi animal hotei femclie el le dcveloppcmem de Tembryon est poursuivi jusqu'au 
terme. '. 

SeJon unc alternative, ties cellules dc type ES selcctionnees positivement sont 
mises en contact avee des cmbryons dc 2.5 jours a mi stade 8-16 cellules (morulas) 
comme deeril par WOOD et al. (1993. Proc. Nail. Acad. Sci. USA, vol.90: 4582- 
4585) ou par NAGY el al. (1993, Ptoc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 90: 8424-842H), 
les cellules ES etant interna] isees afm de coloniser exlcnsivemenl le blastocysts y 
compris les cellules dormant naissance a la lignee germitiale. 

Les descendants soni ct suite testes afm de determiner ceux qui ont integre la 
construction pol^nuclcotidiquc (It? transgene). 

Les acidies micleiqucs selon l'invention peuvent egalement servir a la 
realisation d'oligonucleotides andsens ou d'amiseru; genetiques utilisables cornme 
agents pharmacejutiques. Les sequences amisens sonr des oligonucleotides de petite 
laille, compleinentaire du brin codant d'un gene donnc, ct dc oe fait capables 
el'hybrider speeifiquemeni avee I'ARNm iranscrit, inhibani sa traduction en proteinc. 
L'invention a aiijisi pour objel !es sequences antisens capables d'inhiber au moins 
particllcmeni Vi interaction des proieincs PAP1 sur la Parkine. De telles sequences 
peuvem elre conStituees par tout ou panic des sequences nucleiques definics ci-avant. 
II s'agit general emeni de sequences ou de fragments de sequences complcmcntaires de 
sequences eodatjit pour des peptides intcragissant avec la Parkine. De icls 
oligonucleotides j pcuveni Circ obtenus par fragmentation, etc, ou par syntliesc 

eliimique. 

j 

Les sequences revendiquees peuvent etre utilisees dans le cadre de therapies 
geniques, pour lejlransfert et l'exprcssion in vivo de sequences antisens on dc peptides 
capables de moduler l'interaciion do la protcinc PaPI avec la Parkine. A ecl egard, les 
.sequences peuvem cue incurporees dans des vecteurs viraux ou non viraux, 
permcuani leur administration in vivo (Kahn el aL 199 1). A titrc de vecteurs viraux 
contbrmcs a r invention on petit tout particulierement ciler les vecteurs de type 
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adenovirus, retrovirus, virus associe a 1' adenovirus (AAV) ou virus de I'herpes. La 
presemo demande a egalemem pour objet des virus recombinants defectifs 
comprenam un| acide nucleique codanL pour un polypeptide scion Vinvention, 
noiarnment un polypeptide ou peptide compronant tout ou partie dc la sequence SEQ 

5 ID NO :2 ou d'liin derive de cclle-ct, par excmple tout ou partie de ia sequence SKQ 
!D NO : 12, 14, 42 ou 44 ou da derivees dc celles-ci. 

L'invcntibn permct egalement la realisation do sondes nuclcotidiques, 
syntheiiques ou non, capables de s'hybrider avee les sequences nucleotidiqucs definies 
ci-avant ou leurlbrin complements ire. De teltes sondes peuvent etre milisees in vitro 

10 commc oulil dc] diagnostic, pour la detection de i'exprcssion ou subexpression de 
PAP J, ou encore pour la mise en evidence d'anomalies genetiques (mauvais cpissage, 
polymorphisms. , mutations ponctuellos, etc), Cos sondes peuvent egalement etre 
milisees pour la[ mise en evidence et I'isolement de sequences d'acides nucleiques 
homologues eodant pour des peptides eels que definis prccedemment, apartir d'autres 

.15 sources celhilaires et preferentieUemeni dc cellules d'origines humaines. Leu sondes 
de 1'mvcntion component generalcment au moins 10 bases, et dies peuvenl par 
cxemple comportcr jusqu'a l'imegraliie d'une des sequences prccitees ou de leur brin 
complementaire. PreferentiellemenU ccs sondes sont marquees prealablemem a leur 
Utilisation. Pour cela, differentes techniques connucs de 1'homme du metier peuvent 

20 etre employees (rharquage radioactif, fluorescent, enzymatiquc, chimique, etc). 

[/invention coneeriic egalement des amorces ou couples d^amorces permettant 
d'nmplificr tout ou unc partie d"un aeidc nucieiquc eodant une PAP1, par exemple 
une amorce de sequence choisie parrni SEQ ID NO : 16-41 . 

25 L'inventio'p a encore pour objet loute composition pharmaceulique compronant 

com me principe jictif au moins un compose tel que defini ci-dessus, notamment ua 
compose pcptidiq'iuc. 

Eile a noihmmcni pour objet route composition pharmaeeutique comprenant 
comme principe aciif au moins un anticorps e(/ou un fragment d'anticorps tel que 
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defini ci-dessus, ainsi que loute composition pharmaceuiique comprenant comme 

principc aclif auimoins un acide nucleique ou un vecleurtel que defini ci-dessus. 
! 

F.llo a egalemenr pour objet toute composition pharmaceutique comprenant 
commo principc'i actif unc molecule chirniqxie capable d'augmenter ou de diminuer 
5 I' interaction entrb la proteinc PAP1 et la Parkine. 

Par ailleurs, cite a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques dans 
lesqueiles les peptides, amicorps. molecules chimiques et sequences nucleotidiques 
dermis ci-dessus [son I assoeics entre-eux ou avec d'autres principes actifs. 

10 Les compositions pharmaceutiques selon I'invention pcuvent ctrc utilisees 

pour modular 1'ajcliviie de la proteine Parkine ct de cc fair mairUenir la survie des 
neurones dopamiinergiques. Plus pariieulierement. ccs compositions pharmaceutiques 
sont destiuees a Imoduler 1'mterac-cion emre la proteine PAP1 et la Parkine. II s'agil 
plus prefcrenti el lenient de compositions pharmaceutiques desdnees au traiteme-nt de 

1 5 maladies du cysteine nerveux central comme par excmplc la maladie de Parkinson. 

L'invention a encore pour objet I'uiilisation des molecules decrkes ci-avant 
pour moduler I'a^tivite de la Parkine ou le rypage de maladies du sysieme nerveux 
central. En particulicr, 1'inveniion conccrnc 1'utilisation de ces molecules pour 
20 moduler au moinij partiencment ractivite de la Parkine. 

I. "invention conceme egalement un proccde pour le eriblage ou la 
caractc-risation de molecules actives sur la t'onciion de la parkine, comprenant la 
selection dc molecules capables de licr la sequence SEQ ID NO :2 ou la sequence 

2? SRQ JD NO :4, |ou un fragment (ou derive) de celles-ci. Le procede comprend 
avaniageusement ila mise en contact, in vitro., de la ou des molecules test avec un 
polypeptide comprenant la sequence SEQ ID NO :2 ou la sequence SEQ ID NO :4, ou 
un fragment (uu derive) de cellcs-ci, el la selection de molecules capables de Iier la 
sequence SEQ ID: NO :2 (notamment la region comprise entre les rcsidus 1 et 344) ou 

30 la Sequence SEQ ID NO :4. Les molecules icstees peuvent etre de nature variee 
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(peptide, nuclejque, lipidc, sucre, eic. ou des melanges de telles molecules, par 
excmplc des bibliotheques combinatoires, etc.). Comme mdique ci-avanl, les 
molecules ainsi identifiers pcuvem eire tro'lisees pour moduler FactiviLe de la protcine 
Parkine, et representent des agenis therapcutiqucs poicmicls pour le traitcment de 
5 pathologies neurodegeneratives, 

D'autres iavaniages de la presenle invention apparaitront a la leciurc des 
examples et figujrc qui suivent, qui doiveni eire consideres commc illusiraiifs et non 
lirniiatifs. ! 

10 ': 

LKGENDES DE LA FIGURE : 

Figure 1 : Representation du vectcur pLex9-Parkine ( 135-290) 

Figure 2 : Resullpts de la premiere experience 5'-RACE, 8 clones ont ete obtenus. La 

15 sequence electxunique initi&le est indiquee au bas de la figure. 

Figure 3 : Resuliats de la seconde experience S'-RACE. Seulemem deux des 8 clones 
oblemis dans la premiere experience ont etc valides (clones A12 et D5). La sequence 
eleeironique initiate est indiquee au has de la figure. La sequence complete des ADN 
ei proieines et dohnee dans les Sequences 12-15. 

20 Figure 4 : Detail', de 1 'organisation des clones C5 el D4 de la sceonde experience 5'- 
R ACE. La sequence consensus resultante est indiquee en haut de la figure. 
Figure 5 : Structure des vranacriis isoles a partir de ccrvoau huniain. 
Figure 6 : Sequence nucicique et proteique de LY 1 1 1 (full length) de cerveau humain. 
Double soulignc ! : cysteines conservees du domaine en doigt de zinc. Gras : Domainc 

25 Cil . Italique ; domaine C\2. 

Figure 7: Sequence nucleique et proteique de LYlll (version courte) de cerveau 
butnain. Double bouligne : cysteines conservees du domaine en doigt de zinc. Gras : 
Domaine Cjl, Iudique : domaine Ci2. 

Figure H : Localisation de la proteine LYlll courte (8b) ou longue (8a) apres 
30 expression dans ljes cellules Cos-7. 
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Figure 9 : Sequence nucleique ei proteique de LY111 (version longuc) de poumon 
humain. i 

Figure 10 : Sequence nucleique et proteique de LY] ] 1 (version courtc) de cerveau 
humain. ; 

5 i 

MATER I ELS ET TECHNIQUES MIS EN OEUVRE 

1) Souches de lcivurc: 

La souchb L40 du genre S.wevviiae (Mara. his3D2D0. trp I -90 1, feu2-3.ll 2, 
10 adc>2, LYS2:: (tixAop) rl -HIS3. URA3::(lexAop)jrLacZ, CAL4, GAL80) a ete utfliscc 
pour verifier les! interactions protcine-proteme quand Tun des pancnaires proteiques 
est flisionne a la proteinc texA. Cctte demiere esl capable de reconnaltre l' element dc 
reponse LexA colmrdlant l'expression des genes rapporteurs LacZci llis3. 
Elte a etecultivee sur les milieux de culture suivanis:. 
1 5 Milieu YPD comtolet : -Extrait de levures ( 1 0 g/l) (Difco") 
-Bacxopcpionc (20 g/l) (Difco) 
-Glucose (20 g/l) (Merck) 
Ce milieu a cte rendu solide par addition de 20 g/l d'agar (Difco). 

20 Milieu YNR minimum : -Yeast Stitrogen Base (sans acides amines) (6,7 g/l) 
(Difco) ; 

- Glucose (20 g/I) (Mcruk) 
Cc milieu pcut ctre rendu solide par addition de 20 g/I d'agar (Difco). II peut 
cgalement eire supplements en acides amines et/ou en 3-ainino-l,2,4-iriazole par 
25 addition dc milieux CSM [CSM -Leu, -Tip, -His (620 mg/1). CSM -Trp (740 mg/1) OU 
CSM -Leu. -Trp (640 mg/l )<Bio 1 01 )] et/ou dc 3-amino- 1 ,2,4-triazole 2,5 mM . 

2) Souchcs de bacterids: 

La souche TGI & Escherichia cofr. de genotype supE, hsdA5, thi, A(Iac- 
30 proAB), F'[tra D36 pro A + B + laci q lacZAMl5], a ete employee pour la construction 
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de plasmides, | commo moyen d'amplification ci d'isolemem de plasmides 
recombinants utilises. EUe a etc cultivee sur le milieu suivani : 
Milieu L B: \ -NaCl (5 g/l> (Prolabo) 

-Bactotryptonc ( 1 0 g/1) ( Difco) 
5 . -Ex(rai(deIevure(5g/l)<Di!co) 

Co milieu esl rendu solidcpar addition dc 15 g/'l d'agar (Pifco). 

fampicilline a ele utiliscc a 100 ^lg/ml, cet anlibioiiquc sort a selectionner les 
bacieries ayaot iiccu les plasmides} ponanr eomme marqueur le gene de resistance a eet 
anlibiotiquc. 

10 La souche HBlOl d' Escherichia coli de genotype supE44. ara!4, galK2, 

lacY 1 , A(gpt-proA)62, rpsL20{ Str r ), xyl-5, mtJ-I. rccAU, A(mcrC-mrr), HsdS\r"m") 
a ele employee eomme moyen d'amplificarion et d'isolemem de plasmides provenant 
dc la banquc d'ADNc de lymphocyte humain, 
Ellc a ere cuHivoc s«r 
15 Milieu M9: I -Na2HP04 (7 g/1) (Prolabo) 
-KII2PQ4 (3 g/i) (Prolabo) 
' -NH4C1 (1 g/1) (Prolabo) 
-NaCl (0,5 g/1) (Prolabo) 
-Glucose (20 g/1) (Sigma) 
20 -MgS04 { 1 mM) (Prolabo) 

-Thiamine (0,001 %) (Sigma) 
Cc milieu csi r^riUu solide par addition dc 15 g/1 cTagar (Difco). 
De la leucine (50 mg/1) (Sigma) el de la proline (50 mg/1) (Sigma) doivent ctrc 
ajomees au milieu M9 pour pcrmetire la croissance de la souche HBlOl. 
25 Lors de !a selection de plasmides provenant de la banque deux hybrides 

d'ADNe de lymphocyte, la leucine n'a pas ete ajouiee au milieu car les plasmides 
ponenl tin marqu'auT de selection Leu2. 



3) Plasmides : 



Le vecieur pLcx9 (pBTM116) (Bartel et aL 1993) dc 5kb homologue an 
pGBTlO qui cofjtieni un site multiple de clonage ,situe en aval de la sequence codanl 
pour le rcprcsscur bactcricn Lex A et en amoni d'mi lerminatcur pour former vine 
proteine dc fusion. 

pLex-Ha|lasVaJ12, plasmide pLex9 , lei que decrit dans Ja demande 
WO<-)8/2l327, cjui conticnt k sequence codanl pour la proteine HaRas muree en 
position Vail 2 <junmie pour interagir avec la proteine Raf dc mammifere (Vojtek ct 
aL, 1993). Cc plasmide a eie utilise pour tester la speciftche d'interaction dc la 
proteine PAPl djans la souche L40. 

pLex9-cAPP, plasmidc pLcx9 qui cemtietu la sequence codant pour 1c 
domaine cytoplsismique de la proteine APP cortnuc pour inleragir avee le domaine 
PTB2 dc FE65. plasmide a ete utilise pour tester la specificite d 1 interaction dc la 
proteine PAP I d[uis la souehe L40. 
i 

4) Oligonucleotides dc synthese: 

TTAAGAATTCj GQAAG TCCAO CAGGTAG (SEQ rD N"5) 

ATTAGGATCC CTACACACAA GGCAGGGAG (SEQ ID N y 6) 
Oligonucleotides qui ont pcrnnis d'obtenir le fragment PCR correspondant a la region 
ccntrale de la Parkinc bordee par les sites EcoRi et BamlfJ. 

GCGTTTGC i A A| TCACTACAG (SEQ ID M°7) 

GOT CTCCKjTCj! TGGCATC (SEQ ID N°8) 

CCGCTTGCTT GGAGGAAC (SBQ ID .\°9) 

CGTATTTCTC CGCCTTGG (SEQ ID N° 1 0) 

A ATAGCTCGA' GTC AGTGC AG G AC A AG AG (S EQ ID N a 1 1 ) 

Oligonucleotides; qui one servi a sequencer 1'insert correspondant au gene PAPl . 



Les oligonucleotides sont synthctiscs sur I'apparcil Applied System A13I 394- 
08. lis sont decroches de la matrice de synthese par de 1'ammoniac ct precipitins deux 
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fois par 10 volumes de n-butanol puis repris dans de Teau. La quantification est 
effcctucc par mesure de la densile opaque (IDO260 correspond a 30 fig/ml). 

5) Preparation des ADN plasmidiques, 

5 Los preparations CO petite quanlitc et en grande quamite d'ADN plasmidique 

ont tile effectuees selon les proiocoles recommandes par le fabricant Quiagen des kits 
de purification d'&DN : 

- Quiaprep Spin rUiniprep IclT, ref : 27106 

- Quiaprep PlasmSd Maxiprep kit, ref: 12163. 

10 j 

6) Amplification; enzymarique d'ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) : 

Les reactions de PCR sonl effectuees dans un volume final de lOOul en 
presence de la matrioe d'ADN', dc dNTP (0 7 2 mM), de tampon PCR (Tris-HCI pH 8,5 
10 mM. MgCl2 i mM, KC1 5 mM, gelatine 0,01%). de 10-20 pmoles dc chacun des 
15 oligonucleotides jet dc 2,5 Ul d'Ampli Taq DNA polymerase (Perkin Elmer), Le 
melange est reconvert de 2 gounes d'huile de paraffine pour limitcr I' evaporation de 
rcchantillon. L'appardl utilise est 1c "Crocodile II'" d'Appiigene. 

Nous avoiis utilise une temperature de denaturation de la matrice de 94°C, une 
temperature d 1 hybridation de 52 C C ct une temperature d'clongaiion par i' enzyme a 
20 72 °C. ! 

7) Les ligatures :' 

Toutes les reactions dc ligation sont effectuces a 37 D C pendant une heure dans 
un volume final !de 20 /.il en presence dc 100 a 200 ng de vecteur, 0,1 a 0,5 u.g 
25 d* insert. 40 Ul d'enzyme T4 DNA ligase (Biolabs) et un tampon de ligation (Tris-HCI 
50 mM pH 7,8; MgClT Ifl mM; DTT 10 mM: ATP 1 mM). Le lernom negatif est 
constkue par la ligation du vecteur cn l'absence d' insert. 

8) Tran formation des batteries : 
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La tranfojrmation des bacteries par un plasmide est cffeciuee selon le protocole 
suivant : f Ojj.1 du volume dc ligation esi utilises pour transformer les bacterids TGI 
scion la mclhode Iq meibodc de Cluing (Chung et at., 1989). Apres transformation les 
bacteries sonr etalccs sur un milieu LB + ampicilline et incubces 16h a 37°C. 

5 j 

9) Separation c(j extraction des ADN: 

La separation des ADN est realisce en folic lion de leur taillc par 
eleetrophorese sur gel d'agarose scion Maniaris (Maniatis et al. 1989) : gel d'agarose 
a 1% {Gibco BRiL) dans un tampon TBE (Tris base 90 mM; Borale 90 mM; EDTA 2 
!0 mM) ; 

10) Scquencagejflunresccnt des ADN plasmidiques : 

La technique dc sequencage utiliace csi derivee de la metbode de Sanger 
(Sanger at al.. 1J977) et adaptec pour le sequencage par fluorescence developpe par 
15 Applied Biosyhiicms, Le protocole utilise csl celui decrit par les coneepteurs du 
systeme ( Parkin plmer, 1 997 ). 

1 1 } Transformation de la levuret 

Les plasmides sont introduiis dans la levure pjir utie technique elassique de 
20 transformation djc la levure mise au point par Gielz (Gieb: et al„ 1992) el modifies de 
la racon suivame, : 

Dans te cas pamculier de la tranformalion de la levure par la banque d'ADNc 
de lymphocyte. | la levure utilises contient le plasmide pLex9-Parkine (135-290) 
codanl pour la garlic centrale de la Parkine fusionnee a la proteine LexA, Ellc est 

25 cultivee dans 20b ml de milieu minimum YNB supplemente en acides arnin6s CSM - 
Trp a 30°C sou? agitation j\isqu'a unc densite dc 10^ cellules/ml. Pour effectucr la 
transformation des levures suivant lc protocole precedanl, la suspension celiulaire a 
ete separec en i'O lubes de 50^1 dans lesquels 5u.g de la banque ont etc ajoules. Lc 
choc thermique a ete effectue pendant 20 minutes puis les cellules ont ete coliectecs 

30 par eenirifugation ct resuspendues dans 100 ml dc milieu YPD pendant lh a 30°C el 



dans 100 ml dcj milieu YNB supplement en CSM -Leu. -Trp pendant 3h30 k 3(>°C. 
L'efrlcaeiLe de ja transformation est determincc en etalant differentes dilutions dc 
cellules transtbrrnccs sur milieu YNR solidc supplements en CSM -Trp, -Leu. Apres 
unc culture a 30i°C dur&nt 3 jours les colonics obtenues ont etc corruptees el 1c taux de 
trans formal ion pjar p.g d' ADN de hi. banque de lymphocyte a cLc determine. 

12) Isoloment d|c plasmides extrait dc levure : 

5 ml d'urie culture de levure incubee 16h a 30°C sont centrifuges cl rcpris dans 
200 pi d'un tampon de lyse (Sorbitol 1M. K.H 2 P0 4 /K;HP0 4 OJM pH7,4„ zytnolyasc 
12,5 nig/ml) eiiincubes Ih a 37°C- l..e lysat est ensuitc traite selon 1c protocolc 
recommande par le fabriquanl Quiagen du kit de purification d'ADN, Quiaprcp Spin 
Miniprcp kit, rei[27]06. 

13) Test d'activptc de la p-gatactosidasc ; 

Unc fcuijlc dc nitrocellulose est prealablomcnt deposee sur la boite de Petri 
comcnant les clones dc Icvuccs individualists. Cette feuillc est ensuite plongee dans 
dc Ta7ore liquidje pendanr 30 sccondes afln de faire eclater les levures ct dc liberer 
ainyi Pacliviie J3;-galactosidase. Aprcs decongelation, la feuillc de nitrocellulose est 
deposee, colonics vers Ic haut. dans une autre boite dc Petri comcnant un papier 
Whatman prcala'blement imbibe dc 1,5 ml de solution PBS (NaaHPCH 60 mM, 
NaIJ2P04 40 mk, KC1 10 mM, MgS04 I mM, pH7) contenant 15 ^1 de X-Gal (5- 
bromo-4-chloro-3-indoyl-|^D-galacioside) a 40 mg/m) de N,N-dimelhyllbrmarnide. 
La boitc est enstjiite placec dans une etuve a 37 0 C. Lc tesi est dit positif lorsquc les 
colonics viront au bleu sur la membrane au bout de 12 heurcs. 



EXEMPJLE i: CONSTRUCTION D'UN VECTEUR PERMETTANT 
L 'EXPRESSION D'UNE PROTETNE DE FUSION ENTRE LA P ARTIE 
CENTRALE DEiLA PARKIN E ET LE RKPRESSEUR BACTERIEN LEXA. 



\.c criblage cTune banque utilisant le system c double hybride necessite que la 
region centralc ,de la Parkine soil fusionnec a. une proteine liani 1'ADN commc le 

represseur bact^rien LexA, L "expression dc eette proteine de fusion est realisee grace 

I 

au vecieur pLex9 (cf. maceriels et methodes). dans lequel a ele introduiie, dans le 
5 meme cadre dc lecture que la sequence corrcspondant a la proteine LexA, la sequence 
codant pour la region cenirale de la Parkine figurant dans la sequence presentee en 
SEQ IDN°3 on 4. 

Le fragment d'ADN de 468 pdb eonres-pondant aux 156 acides amines de la 
region eentralc dc la Parkine qui commence a Pacide amine 1 35 a etc obtenu par PCR 

10 a partir des oligonucleotides (SEQ ID N°5 et N°6) qui ont egalcmcnt perm is 
dMntroduire le site EroRl a rcxircmile 5' el un codon stop ct un site BamHt a 
I'exircmite 3*. lie fragment de PCR a ete infroduh enire les sites EcoRI et Btimfil du 
rnultisite de clonage du plasrtiide pLex9 en aval de la sequence codant pour la 
proteine LexA potir donner le vecteur pLex9-Parkine ( 1 3 5-290) (Fig, 1 ). 

15 La construction a etc vcri'ficc par sequcricage dc l'ADN. Ceue verification a 

pcrmis de monuxr que ce fragment nc preseolait pas de mutations generces au cours 
de la reaction de PCR et qu'il ciail fusionno dans la meme phase ouvertc dc lecture 
que ccllc du fragment corrospondam a LexA. 

20 ! 

liXEMPLE 2: cjRIBLAGE D'UNE BANQUE DC FUSION DE LYMPHOCYTE. 

.Nous avohs utilise la methode du Doubie-Hybride (Fields et Song, 1989). 
Le criblage d'ime banque de fusion permet d'identifier des clones produisant 
25 des proieines fusionrtees au domaine iransaciivateur de GAL4, pouvant interagir avec 
la proteine d'imeret decrite dans Lexempte 1 {region cenirale de la parkine). Cetle 
interaction perrrict dc rcconstitucr un transactivatcur qui va alors elre capable 
d'induire 1 'expression des genes rapporteurs llu>3 et LftcZdans la souche L40. 

Pour effeetuer ce criblage nous avons choisi uxie banque de fusion realisee a 
30 partir d'ADNc prfovenant dc lymphocytes humains pcriphcriques fournie par Richard 
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Benarous (Peyjtavi et ai, 1999). Des levures ont etc transformers par la banque de 
lymphocytes elj des clones posilifs ont ere siilectionnes comme decrit ci-apres. 

Lors dik criblage i) est neeessaire de preserver la probability que chaquo 
plasmide indepjendani de la banque de fusion soil present dans au moins uric levure on 
5 titOinc temps ique le plasmide pLex9-Parkine (135-290). Pour preserver coilc 
probability il tax important d 'avoir une bonne efficacite de trans formal ion de la 
levure. Pour cfcla nous avons choisi un protocols de transformation de la levure 
dormant unc ejfficacite dc 2.6 10"* cellules tratisformees par jag d'ADN. De plus 
commc la coiransformation de la levure par deux plasmidcs diffcrcnts reduit cctle 
10 efficacite, nou^ avons prefer© utilizer une levure prealablement cransfdrmcc par le 
plasmide pLexfc-Parkine {135-290). Cette souehe L40 pLex9-Parkine (135-290) de 
phenotype His-j. Lys-. Leu-, Ade- a ete transformee par 50ug d'ADN plasitvidiquc dc 
la banque de fijsion. Cette quantity d'ADN nous a permis d'obtenir apres estimation 

■7 ! 

1.3 10' cellules transformees. ce qui correspond a un nombrc legerement superieur au 
1 5 n ombre de plasfnides independanis qui constituent la banque. D'aprcs ce results! nous 
pouvons penserjque la quasi loialile des plasmides de la banque a scrvi a transformer 
les levures. L<j selection de$ cellules transformees, capables de reconstituer un 
transact! vateur jfoncrionnel, a ete faite sur un milieu YNB supplements avec 2,5 mM 
3*amino-l,2.4-tKazole et 620 mg/1 de CSM (BiolOl) ne conteaant pas d'histidirse de 
20 leucine et de tryptophane. 

A Tissue de ceite selection, de nombreux clones avec un phenotype His+ oni 
ete obtcnus. Surj ccs transform ants un test d'activite JJ-galaciosidasc a etc effecluc afm 
dc vatider par ('expression de Tautro gene rapporteur. Lac/., ce ntombre de clones 
oblenus. 115 clones presentaiem le double phenotype His+, (}-Ga|+ pouvant 
25 eonrespondrc a line interaction protcine-proieine. 

EXEMPLE 3;!lSOLEMENT DES PLASMIDES DE LA BANQUE DANS LES 
CLONES SELEjCTIONNES. 

30 ; 



Afin d'iciiemifier les proteines pouvanr Lntcragir avcc la region cciUralc dc la 
Parkinc, les plasmides de la banque de fusion contenus dans les levures seleciionnees 
tors du criblagej double hybridc om etc exiraits. Pour pouvoir on obienir en grande 
quuntite, eel isolemenl necessity au prealabie une transformation d'E.coli par un 
ex trait d'ADN des souches de levures positives. Comme le plasmide de la banque 
contenu dans cot extrait est un plasmide navette levure/E.ca// il peut facilemcnt sc 
repliquer chcz 'la bacteria Le plasmide de la banque a etc seleclionne par 
complementation de la bttcierie 1TB 101 auxotrophe pour la leucine sur milieu 
depourvu de leucine. 

Les ADN plasmidiques des colonies bacieriennes obtcnucs upros 
tran_sformation par des extraits d'ADN de levures ont etc analyses par digestion avcc 
des enzymes dc' restriction tit separation des fragments d'ADN sur gel d'agarose. 
Parmi les 115 jclones analyses, un clone contcnant un plasmide de la banque 
presernant un pr[ofil different des autrcs a etc obtenu. Cc plasmide, appele pGAD- 
Lyl I lb. a etc plus precisement etudie. 

EXEMPLE 4: EXTERMINATION DE LA SEQUENCE D£ L'INSERT CONTENU 
DANS I.E PLASMIDE 1DEKTIFIE. 

Le sequericagc dc 1' insert contenu dans le plasmide identifies a ete realise dans 
un premier temps a partir de P oligonucleotide SEQ ID N"7 complcmcmaiic la 
sequence de GAL4TA a proximite du site EcoRI dMnscrtion de la banque de cDNA 
de lymphocytes. Puis dans un deuxieme temps a partir des oligonucleotides SEQ ID 
N"S a SEQ ID N°U. correspondant a la sequence de r insert obtenue au cours dc la 
progression du sequencage. La sequence obtenue est presentee sur la sequence SEQ 
JD NO). La proline ainsi identificc a etc designee PAP1 (Parkin-Associated Protein 
1). 

La comparison de la sequence de cet insert avec les sequences ccmenucs 
dans les banqucs 'de donnees GENBank et EMBL (European Molecular Biology Lab) 
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a monire une htomologie de 25%, au niveau proteique, avec differents membres do la 
famille des Synaptotagmines. Les Synaptotagmines font parlie d'une famille de 
pmieines mernbranaireK eodees par au moim on2e genes diffcrents cxprimes dans le 
cci"vcau ct outrcs tissus. Ellcs conticnncnt un domaine transmcmbrauairc unique ct 
5 deux domaines! regules par k calcium appeles C2. C'cst dans ce domaine que I'on 
trouvc Phomolpgic entre Jes Synaptoiagmines el !a proteine PAP1. Aucunc autre 
homologie significative n'a etc observec. 

EXEMPLE 5: ANALYSE DE LA SPECIFTCTTE D'iNTERACTlON ENTRE LA 
! 0 REGION CENT RALE DE LA PARKINE ET LA PROTEINE PAP1 . 

Afin de 'determiner la specificite d'imeraction entre le fragment correspondant 
a ]a proieine PAP1 et la region centrale de la Parkine, un lest d'inLeracrion spectftcpie 
deux hybrides a'vec d'autres proteines non relevances a ete realise. Pour realiser ce test 

15 nous awns trarjsforme la souche L40 pur les plasmides de controls plcx9-cAPP ou 
pLe.\9-HaRa<iVal32 a la place du plasmide pLex9-Parkin (135-290) eodaru 
respecii vement ^>our le domaine cytoplasm ique de l'APP ou la proteine HaRasVall2 
ftisionnes au domains le liaison a 1'ADN dc LcxA ct par le plasmide isole lors du 
eriblagc de la Ibanque deux hybrides, Un test d'aclivile f5-Gal sur les cellules 

20 iransformces par les differenis plasmides a ete effectue afin de determiner une 
inieraciion projeine-proteine. D'aprc.s le resultat du test, sculcs les levurcs 
transformees par l« plasmide isole lors du criblage de la banque deux hybrides qi par 
le plasmide pLeix9-Farkine (135-290) presentaient une aclivite fi-Gal + montxant aiusi 
une imeracLion ; entre la region central c de la Parkine et la proteine PAP1. Cette 

25 interaction s'avere done elre specifique puisque ce fragment de PAP1 ne semble pas 
intcragir avec les proteines cAPP ou HaRtisVail2. 

Ces resiiltats montrem done Texistence d'une proteine nouvelle, designee 
PAP I. capable jd'interagir de maniere specifique avec la Parkine, Cette proteine, 
30 apparcntce aux synaptotagmines, ne prcscntc aucune homologie significative avec des 
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prolines counujes, et peut etre utilises dans des applications therapeutiques ou 
diagnostiqucs, pbur !a production d'aiilicorps, de sondes ou peptides ou encore pour 
le criblage de molecules actives. 

5 EXEMPLE 6 : CXONAGE DU GENE PAP1 A PART1R D'UNE BANQUE D'ADN 
L)K POUMON HUMAIN 

Dans Icr but d'ideniifier la sequence complete du gene PAP1 humain ci de caracteriser 
I'cxistence de formes variantes, deux approch.es d'elongation elcclronique out eie 

10 reulisees a parti r dc la sequence SEQ ID MO;l. Deux sequences clcctroniques ont 
ainsi ele obtenues. dc 1644 pb et 1646 pb respectivemeni, comportant une elongation 
de 330 pb par ljipporl a la sequence SEQ ID NO :1. Neanmoins, Panalysc de ces 
sequences a mqntre des differences dans la region consensus, apparentes aprcs 
traduction. Ainsi!. une ORF de 420aa est obienue dans un ens. et line ORF de 230aa 

15 avee I s autre sequence. La sequence prOieiqne obtenue a ete comparec avec les 
sequences conn lies, el a revile une homologie de 24% sur les 293 aeides amines 
recouvrant aveej la synaptogamine humainc I (p65)(p21579). La fonction de la 
sytiapiogamine Timeut etre un role regulateur dans les interactions membranaires au 
eours du trafic de vesicules synaptiques dans la zone de la synapse. Elle lie les 

20 phospholipides acides avec une certaine specificite. En outre, une interaction 
dependanre du calcium cmrc la synaptogamine et les recepieurs de proteinc kinase C 

activeo a ete rapporiee. La synaptogamine pcui egalemem lier tryis autres proieines 

i 

que sionl la neurexine, la syntaxine ct ap2. Compte tenu de la disparition bruiale et 
precoce de toui'e homologie entre les sequences identifies et la famille des 
25 synapiogamincs, il est possible que la sequence identifiee presentent vine deletion par 
rapport a In sequence nature! le. Pour verifier colic hypothese et valider les sequences 
une experience die RT-PCR et sequencage a etc realisee en utilisant la sequence dc 
1644 pb. La sequence obienir compoixe une ORF de 420aa preseiiUuit une homologie 
de memo ordre avec les synaptogam'mes. 

30 
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Pour lenier d'obtenir une sequence plus grande, el verifier si la sequence obicnue 
pouvait eorrespfbndrc a une forme d'epissage, une experience d'elongation par 5'- 
RACF. a etc initijee a pariir de la region T de !a sequence validee, au moyen des oligos 
L ! el L2 sur unej preparation d'AONe de pournon humain. 

5 ! 

Les resulUits obtcnus sont presenlcs sur hi figure 2 el monlreni {'identification dc 8 
clones eorrespoiHdanl a 6 extremitcs 5' termitaales differenles. Trois d'entro elles 
eontienneni un eodon STOP qui inicrrompt 1'ORF (clones A12, F2, F12) el le clone 
A3 ne comienl aucune ORF. La presence de differenis transcrus a etc confirmee par 

1 0 RT-PCR ei nesjeld RT-PCR (Table 1). 



Table 1 



RT-PCR 


Pjrimaire 


PCR Secondare 


PCR Secondare 


PCR Secondaire 






U3-L3 


UI-L4 


C-B 


U3-L3 


'; 170 








A-L4 


i 153 








A-L3 


Smear 


+ 






U1-L4 


1 130 








ill -LI 


Smear 


+ 






Ul-B 


1415 






+ 


U2-B 


,515 






+ 


Taille aileridue 


170 


130 


120 



Les couples d 'amorces TJ3-L3 ei C-B sent specifiqucs du fragment commun de la 
15 sequence, les oligo A el U I aonl speciriqucs de la sequence initiale ci du clone C\], 
l'oligo L4 est spejeifique dc la sequence initiale ti r amorce U2 est specitiquc du clone 
A3. Une seconds 5 S -RACE a ete- realisee avec les oligos L3 ei L7 localises dans la 
region commune ides differents clones (Figure 2). Les resultats obtenus sont preserves 
dans les Figures 3 et 4. La presence de differents transcrits a ete confirmee par RT- 
20 PCR et ncsred RlLpCR (Table 2). 



Table 2 



RT-PCR | jRcsukar 


PCR Secondare 
C-B 


PCR Secondare 
U3-B 


PCR Secondaire 
U5-L7 


L'4-F 


i Smear 




+ 


+ 


U5-P 


| Smear 


+ 


+ 


+ 


U3-F 


ll 550 pb 


+ 


-\ 




Taille attcndue (pb) 


120 


385 


530 



T ;i sequence des amorces ct oligonucleotides est donnee dans les Tableaux 3 et 4 
(SEQ TO NO : 16-37). 



Tableau 3 













SEQ ID 


LY111_U4 


CjCAGTTCTGCCTGTTCATC 


23 


a 4i 


16 




LY1 1 1 JJ5 


TTTCAAAACAGAGAGGAGGAG 


319 


a 338 


37 


LY111 U3 


G AATTTGGTC AGTTTAG AG G 


759 


a 77& 


58 




LY1 1 1_L7 


TTCTGGGATTTGGAGAGCTTTTTCAC 851 


a 825 


19 


LY111 L6 


TCTGTCTGTGCCACAGACTGCC 


914 


a 892 


20 


LY1 1 1_L3 


GACTGGCTCCGTCTCTCTG 


928 


a 910 


21 




LY111 C 


AiAGCAACAGAATCTCCCATCC 


1029 


a 1049 


22 


LY111 B 


GtCATTGTCAAAATTGCCCATG 


1147 


a 1127 


23 


LY111_E 


AGGCGGAGAAATACGAAGAC 


1543 


a 1562 


24 


LY111J3 


GCAGAGTGAGACAGCCCTTAAC 


1767 


a 1746 


25 


Ly111_,L2 


CnTCCTCAGGACTGGCGACTTCAG 


1811 


a 1782 


26 


Ly111_L1 


GAAGCGGTCGTTCATTCCAAAGAG 


1934 


a 1913 


27 


LY1 1 1 _F 


AAGAGGAGATAACCCACCAGAG 


2288 


a 2269 


28 






; Tableau 4 












LY111 A 


TCGTAG AG C AGC AGGTCC AAG 


14 a 


34 46 








LY111 U1 


AGGGCTGGTGGCTATTTTTC 


36 a 


55 29 








LY111_L4 


TAAGAAATGGGTTGTGAAC 


148 a 


166 30 








LY1H_C 


AiAGCAACAGAATCTCCCATCC 


1029 a 


1049 31 








LY111 B 


GCATTGTGAAAATTGCCCATC 


1147 a 


1127 32 








LY111_E 


AGGCGGAGAAATACGAAGAC 


1543 a 


1562 33 








LY111 D 


GCAGAGTGAGACAGCCCTTAAC 


1767 a 


1746 34 








L/1 1 1_!_2 


CTTCCTCAGGACTGGCGACTTCAG 


1811 a 


1782 35 








Ly111J-1 


CAAGCGGTCGTTCATTCCAAAGAG 


1934 a 


1913 36 








LY111 F 


AAGAGGAGATAACCCACCAGAG 


2288 a 


2269 37 







33 



L' ensemble de ties resultats perme! de valider la sequence consensus correspondam a 
risotbrmc longije (Figure 9, SEQ ID NO :I2 et 13) et a I'isoformc courtD (Figure 10, 
SEQ ID NO :l4 et J 5) dc la proteine PAP I idemifiee a partie de poumon humam. 
("cite proieine eit egalement designee dans la suite des exemples par le terme LY1 1 1. 

5 L'isofonue longest code par unc ORF dc 1833 pb lucaliscc aux residus 237-2069 dc 
SEQ ID NO :12j, et comprend 610 acides amines. Le signal de polyadcnylalion est 
localise a partir du nucleotide 23 1 5. L'isoforme court est code par une ORF de 942 pb 
iocalisee aux residus 429-1370 de SEQ ID NO ;14, et comprend 313 acides amines. 
Lc signal dc polyadcnylation est localise a. partir du nucleotide 1616. 

10 1 

Des experiences de Northern blot om ensuiie ete realisees sur different;, ussus 
humains avec des sondes (ampiimcr CD ct E-F) et ont permis de reveler un transcrit 
dc 6 kb dans lc (nusclc, un transcrit dans le eieur (3kb), ainsi qu'un transcril de 6 kb 
dans lc foic fecial. L'Excmplc 7 decril par ailleurs le clonage d'un transcrit dans le 

1 5 cerveau foetal huinain. 

DtfTerenics etudes d'homologies om ete effectuees dans differences bases de donnees 
proieiques, doni les results som presences dans le tableau 5 suivant. 



Tableau 5 



Banque i 


Homologie 


Gcnpepi 116 i 


G5926736 (AB025258) granuphilin-a 

Identite : 31% (215/679), Homologie (POS) : 46% (322/679) 




G5926738 (AB025259) granuphilm-b 

Identite : 3}% (150/470), Homologie (POS) : 47% (230/479) 




G 1235722 (D70830) Doc2 beta (homo sapiens) 

Identite : 25% (74/292), Homologie (POS) : 43% (127/292) 




G28971 8 (L 1 5302) Synapiogamin-I 

Identite : 26% (77/293), Homologie (POS) : 45% (133/293) 


Swissprot 


SP :SYTl_CAEEL Synaptogamin r 

Identite : 26% (77/293), Homologie (POS) : 45% (133/293) 




SP :SYT2_MOUSE Synaptogamin II 

Identite : 24% (72/293), Homologie (POS) : 44% (13 1/293) 



EXEMPLE 7 :j CLONAGE DE DEUX TRANSCRITS FULL-LENGTH DE PAP1 
(LY1 1 IB) A ijARlTR D'ADN COMPLEMENT AIRE DE CERVEAU FCETAL 
HUMAJN j 

Afin de eunfirmer la presence d'un transcrit Lyl 1 lb fuU-lengrh (« complet ») 
dans 1^ cerveau humain, une PCR a ete effectucc a partir d'ADN complementaire issu 
de cerveau fcetal humain (Marathon Ready cDNA, Clomech), en milisam comme 
amorces les oligonucleotides LyF! (A AT GGA AGO GCG TGA CGC figure 5, SEQ 
ID NO : 38) ei ijlA71 (CCT CAC GCC TGC TGC AAC CTG. SEQ ID NO : 39). Un 
fragment d'ADN faiblement represents d'environ deux kilobascs a etc amplific. Lo 
produit de cede premiere PCR a scrvi dc matrice pour une PCR nested, effectuee avec 
les oligonucleotides LyEcoF (GCACGAATTC ATG GCC CAA GAA ATA GAT 
CTG, SEQ ID pjo : 40) ei HA72 (CTG TCT TCG TAT TTC TCC GCC TTG, SEQ 
ID NO : 4]). Lcjs produits amplifies oni ete digeres avec les enzymes de restriction 
EcoR! (integre dam 1 'oligonucleotide LyEcoF) ei BstEII (figure §) ei inseres dans le 
vccicur d'expre$;sion pcDNA3, puis leur sequence a etc deierminee. L'analyse de la 
sequence des clojnes obienus a revele hi presence de deux transcriis Lyl 1 lb poienliels 
J'ulNen^ih dans lie cerveau festal humain (figure 5). Le premier de ces transoms 
(Lyl liba,ii,\) correspond a l'ARNm identifie dans le poumon humain (Exemple 6) et 
eode une proteins de 609 acides amines (pLyl 1 1 bf u n A ; fijiures 5. 6, SEQ ID NO : 42- 
43), Le deuxicrne (Lyl I lb ru iin) rcpresentc vraiscmblablemcnt un produit d'epissage 
ahcrnauf d'uii ARNmn primairc coramun Dans ce transcrit, idenlique a Lyl 1 lbjuiiAi la 
sequence enire lies nucleotides 752 et 956 de la sequence validee dans le poumon 
humain est absents (SEQ ID NO : 42). Lyl 1 lb|\,i IK code ainsi une protcinc dc 543 
acides aminees (pLyll lb^.im) identiquc a pLyl 11^,1^ dans laqucllc cependant le 
domaine indus entrc Ics acides amines 172 et 240 (figures 5, 7, SEQ ID No : 44-45) 
vienT a manquer. Les deux proleincs pLyl 1 lb t \,i(A.ft>sia intcgrcnl le domaine 
d'inicraction avec lc fragment de la Parkine comprenant les acides amines 135 a 290, 
identifie chez la levure (sequence initiate Lyl ) lb, figure 5), et peuvent done 
theoriqucmunt maintenir cette interaction. 
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Les proteine.s pLy 1 1 Ibr u , IA Tuiin apparliennent a la famille RIM/Rabphilinc 

pl.yl 1 1 biujiA/nuiH presentcnt une homologie avec les prolines de la famille 

5 RlM/rabphilinci (Wang Y. Sugiia S & Siidhof TG. The RIM/NIM lamUv of neuronal 

I 

C2 domain profcins. J Biol Chem (.2000) 275- 20033-20044) et en particulier avec les 
gi-anulophilines^Wang Jte t Takcuchi T, YokoiaH & Izumi T. Novel Rabphilin-3-like 
protein associate!* with insulin-containing granules m pancreatic beta calls. J Biol 
Chem (1999) 274, 28542-28548). Elles se caractcrisent par la presence d"un domaine 

10 zinr finger dans la partie N-terminale ct de deux domaines C 2 dans Ja panic C 
term male (Figures 6 et 7). Le domaine zinc fingtti des protcines de la famille 
RlM/rabphilinci a ete implique dans l'inieraeu'on avec les protcines Rab. C'es 
demiercs, des pVoteines qui fixent 1c OTP, sonl des composantes essenticllcs de la 
machinerie du trafique membranaire dans les cellules eucaryotcs. D'auue part, il a ete 

1 5 decrit que les dqrnaincs des protcines de la famille RIM/rabphiline peuvenl lier des 
membranes a travers 1' interaction avee des phospholipidcs. 

lixprcssion des jproteines pLyll lbn,nA.rviin dans les cellules de la lignee cos-7 : co- 
localisalion aveq la Parkine 

20 : 

La sequence ebdantc des transients Lyl 1 Ibj-nHA.B a cite inscree dans le vecreur 
d* expression eucaiyote pcDNA3 en phase avec la sequence cadant un epitope myc N- 
termirtal (pcDNA3-mycLyl 1 Ibiun.vB)- Des cellules de la lignee cos-7 transfeciees a 
raide de ces vectcurs produisent des protemes d/im poids moleculaire apparent 

25 d'environ 67 kDa (peD N A3 -mycLy 1 1 lb^|, A ) et 60 kDa (pcDNA3-mycLyl 1 lb tW i B ). 
ct>TTcspondam ail poids motccvilatre attendu. Ces protcines, mises en evidence par 
Immunomarquage a I'aidc d\in aniicorps dirige contrc I'epitope N-tcrminal myc, se 
disiribuent de : maniere non homogenc, ponctuee, dans le cyloplasme, les 
prolongements et parfois le noyau des cellules de la lignee cos-7 (figure 8a, b, eolonne 

30 A). Lorsqu'elles'sont sur-exprimees avee la Parkine, revclec a Taide de 1'anticorps 
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mui-Parkine A$p5 dans Jes cellules dc la lignee cos-7 (figure 8a, b< colonno B). uric 
disiribuiion sirhilaire csi unc co-localisation de ces proteines peut etre observee 
( figure 8a. b. cqlorme C). 
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j REVEND1CATIONS 

1. Comp'pse capable de moduler. aw moins panicllemem, l'i interaction emrc la 
proteine PAPI ou un homologue de celle-cu ct la Purkine. 

2. Compose selon la re vendi cation 1, caraetcrise en ce qu'il ralentit, inhibe ou 
siimule. au mo Uis paniellement, ladite interaction. 

3. Compose scion Tunc des revendicauons 1 ou 2, caraoierisc en ce qu'il est 
capable de Her k domaine d'inlcraclion entre la protcine PAPi ou un homologue de 
ccllc-ci, ei la Parkine. 

4. Compose selon Tune des revendicaLions I a 3, earacierise en ce qu'il s'agit 
d"un compose ide type pepudique, nueleique, Hptdique, saccharidique ou d'un 
anticorps. ; 

5. Compost selon la rcvcndication 4, caraetcrise en ce qu'il s'agii d'un 
compose peptidihue comprenanl tout ou partie de la sequence pepudique SEQ ID N°2 
o\i \m dc scs derives. 

6. Compose selon. la rcvendicaiion 4. caractcruse en cc qu'il s'agit d'un 
compose poptidiquc comprenant unc region doni la sequence correspond a Unit ou unc 
partie fonctionncllc du site d 1 interaction dc la proieine PAPI avee la Parkine. 

7. Compose selon la revcndicaiion 4. caraetcrise en ce qu'il s'agit d'un 
compose pepudique derive de la proteine PAPI (et/ou des formes homologuos) 
portant unc region effectricc rendue non fonctionncllc, 

8. Polypeptide comprcnant la sequence SEO ID "NO -.2 ou un derive ou 
fragment dc ccllc-ci. 

°. Polypeptide naloa la rcvcndication 8, comprcnant au moins 5 residus 
consecutifs dc jla sequence SEQ ID NO : 2. de preference au moins 9, plus 
preferentiellemenl au moins 15. 

10. Polypeptide scion la revendicatbn 8, comprenani lout on partie de la 
Sequence SEQ LID NO :13. 15, 43 on 45 ou d'un variant dc celles-ci, en parliculier au 
moins 5 residus j consecutifs, de preference au moins °, plus preferentiellemenT au 
moins 15 residus' consecutifs de la sequence SEQ ID NO :13, 15, 43 ou45. 
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11. Acidc micleique codanL pour un compose peptidique selon Tune des 
revendications 4|a 10, 

12. Acide micleique selon la revindication 11, caracterise en ce qtfil 
eomprend tout ou partie de la sequence SEQ ID NO : 1 , 12, 14, 42 ou 44, ou d'une 

5 sequence derived de celles-ci. 

13. Acide micleique eodant pour un polypeptide scion la revendicaiion 8 ou 

14. Acide micleique. noiamment une sonde nucleotidique s capable d'hybridcr 
avee im acide nucleique scion Tune des revendications 11 a 13 ou avec leur brin 

1 0 eomplcmcnta ire. 

1 5. Vcctcjtr comprenant un acide uucleique selon Tune des revendications 1 1 

a 14. 

If). Virus irecombinant defectif cornprenani un acide nucleiquc selon Tune des 
revendications 1 lj a 14. 

15 17. Acidc micleique choisi parmi Ics acides nucleiques de sequence SEQ ID 

NO : 16-41, 46. ■ 

18. Amicorps ou fragment ou derive d'amicorps, caracterise en ce qu'il est 
dirige eonire un cjomposc peptidique selon Tunc des revendications 4 a 10. 

19. Anticorps .selon la revendicaiion 18. caracterise en ce qvTil reconnait un 
20 polypeptide scion la revendication 0 ou 10. 

20. Composition pharmaceutique comprenant au moins un. compose selon 
rune des revendications 1 a 10 ou un anticorps scion la revendication 18 ou 19. 
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21. Compose non peptidiquc ou un compose de nature non exclusivcmcnt 
pepiidique succptible de moduler, au moins particllcment. l'interaclion de laproieine 
PAP I ou un homologuc de celle-ci. avec la Parkine. 

22. Compose selon la revendicatian. 21 caracterise en ce que les motifs aciifs 
5 d'un peptide selon l'uue des revindications 5 a 7 onl etc dupliques avcc une structure 
non peptidiquc ou de nature non exclusivemenl peptidiquc. 

23. Composition pharmaeeutique comprenant au moins un acide nucleique 
selon Tune des revendications 1 1 a 14 ou un vecieur selon la revendicalion 15 ou 16. 

24. Composition pharmaeeutique comprenant un compose peptidiquc selon 
I () 1' une des revendications 4 a 1 0. 

25. Composition selon la revendicalion 22, 23 ou 24, destinee au traircmentde 
pathologies neurodegeneratives. 

26. Procede pour 1c eriblage ou la caracterisation de molecules actives, 
comprenant une etape dc selection de molecules capables de Her la sequence SEQ ID 

1 5 N02 ou la sequence SEQ ID M04, ou un fragment de celles-ci. 

27. Precede pour le criblage ou la caracterisation dc molecules actives, 
comprenant une etape de selection de molecules capables dc licr une sequence c hoi sic 
parmi SEQ ID NO 13, 15, 43 ct 45 ou un fragment de celles-ci. 

28. Procede de production d'un compose pepiidique selon I'une des 
20 revendications 4 ; a 10, comprenant la culture d'une cellule contenant un acide 

nucleique selon llune des revendications 1 1 a 14 ou un vecteur selon la revendication 
15 ou 16, dans des conditions depression dudit acide nucleique, et la recuperation 
du compose peptidique produit. 

2^. Proteine PAPl humainc sous forme isolee. 
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30. Cellule contcnant un acide nuc-leique scion Tunc des revendications 1 1 a 
14 on un vecieurjselon In revendication 15 on 1 6. 

31. Mampufere non-humain comprenant dans ses cellules un acide micleique 
scion Time des revendications 11 a 14. 



ABREGE 



La presents invention conccnic du nouveaux composes et leurs utilisations, 
notamment pharmaecutiques, diagnostiques bu comme cibles pharmacologiques. Plus 
paniculieremoru. la presente invention conceme une nouvelle proteins, designee 
PAPJ. ainsi que de nouveaux peptides et composes capables de moduler au moins 
parlidlcmenl TacuviLe de la Parkine. 



